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Rezumat
În lucrare se descriu unele variante ale aortei umane descendente, unele particularităţi morfologice indi-
viduale, afectarea aortei de ateroscleroză  în funcţie de acestea, de sex şi de vârstă.
Summary
The purpose of this work was to illustrate variants of the aorta, and dependence of the atherosclerosis on 
its morphological individual, sex and age peculiarities.
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ADN-ul genomic uman poate fi  extras din sânge prin diferite metode [Kirby L., 1990]. Metoda 
pe care o alege cercetătorul infl uenţează, în mare măsură, calitatea rezultatelor care se obţin. Totoda-
tă, una şi aceeaşi metodă este înalt operaţională sau, dimpotrivă, dacă materialul biologic este de o 
calitate sau alta.  
Printre procedeele cele mai simple care permit obţinerea ADN-ului genomic de o puritate înaltă 
este şi metoda propusă de Grimberg [Grimberg J. şi colab., 1989]. Aceasta este un procedeu avantajos 
şi prin faptul că este nontoxic pentru operator, deoarece exclude utilizarea fenolului şi a cloroformului 
în timpul purifi cării ADN. Această metodă permite extragerea de ADN genomic din cantităţi relativ 
mici de sânge. În plus, metoda Grimberg se caracterizează printr-o efi cienţă înaltă determinată de 
rapiditatea efectuării lucrărilor şi accesibilitatea către toate componentele acesteia.
În prezenta lucrare, am aplicat metoda Grimberg, iar, în paralel, şi metoda QIAamp Blood Mini 
(2003), pe care am urmat-o conform protocolului tehnic ataşat la setul de reactivi fabricat în serie. 
Menţionăm că, în prealabil, ambele metode şi-au dovedit capacitatea înaltă a extragerii ADN din 
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probele de sânge uman recoltat proaspăt. În unele cazuri (de ex., transportarea, acumularea unor 
eşantioane sufi ciente pentru a fi  analizate concomitent ş.a.) însă nu este posibil a extrage ADN-ul din 
sânge în ziua prelevării acestuia.
Scopul studiului. Compararea purităţii şi a concentraţiei ADN genomic uman extras din sânge 
decongelat prin două metode: Grimberg (1989) şi QIAamp (2003).  
Materiale şi metode 
Metoda Grimberg J. (1989)
Extracţia ADN genomic uman a fost realizată din sângele integral după 3 luni de păstrare la 
temperatura de –20 °C. Pentru aceasta am aplicat metoda Grimberg J. (1989) precizată şi adaptată la 
condiţiile laboratorului nostru. 
Metoda QIAamp  
Extracţia ADN genomic uman a fost realizată din sângele integral după 3 luni de păstrare la 
temperatura de –20 °C. Pentru aceasta am aplicat protocolul QIAamp Blood Mini Kit (2003). 
Puritatea ADN-ului obţinut după extracţie, prin ambele metode, a fost evaluată prin spectrofoto-
metrie UV convenţională [Tatiana Vassu şi colab., 2001] cu ajutorul aparatului SF-46 (Rusia). 
Protocolul Grimberg J. (1989) 
Pentru stabilirea efi cienţei metodei, am efectuat extracţii repetate de ADN din sânge venos re-
coltat de la persoane diferite, utilizând în calitate de anticoagulant soluţie de 0,5 M EDTA (0,05 ml 
EDTA / ml sânge). De fi ecare dată, fl aconul-recipient a fost inversat penru a se amesteca sângele cu 
agentul anticoagulant. Pentru păstrare de lungă durată (peste 48 de ore), probele de sânge au fost 
plasate în congelator.
În prealabil, am preparat soluţiile tampon, ceea ce asigură liza celulelor sangvine şi a nucleelor, 
CLB şi PLB după reţetele ce urmează.
Soluţia tampon CLB conţine: 0,32 M zaharoză, 10 mM Tris-HCl pH 7,6, 5 mM MgCl2, 1% Tri-
ton X-100. Compoziţia soluţiei PLB este următoarea: 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM NaCl, 10 mM 
EDTA. La soluţia PLB am adaugat proteinază K până la concentraţia fi nală de 1 mg/ml. 
În continuare, redăm procedeul aplicat de noi pentru extragerea ADN genomic uman din 
300 μl de sânge integral. Flaconul cu sânge a fost scos din congelator şi menţinut la temperatura ca-
merei până când conţinutul acestuia s-a decongelat complet (cel puţin 30 min.). 
Într-o eprubetă am adăugat 1200 μl soluţie CLB menţinută la 4 0C. Cu ajutorul unei pipete am 
prelevat 300 μl de sânge decongelat (în prealabil, am inversat fl aconul), pe care l-am adăugat în epru-
beta cu CLB rece (4 0C). Eprubeta a fost supusă centrifugării la 900×g, 5 min. La această etapă a avut 
loc liza eritrocitelor şi sedimentarea leucocitelor [Promega Protocols]. În continuare, am prelevat 
cu ajutorul unei pipete supernatantul (1200 μl) care se aruncă. A urmat apoi procedeul de spălare a 
concentratului leucocitar prin adăugarea acestuia peste 1000 μl soluţie CLB rece, după care am cen-
trifugat la 900×g, 5 min. Am îndepărtat supernatantul (1000 μl) obţinut după centrifugare apoi peste 
concentratul leucocitar (200 μl) obţinut după centrifugare am adăugat 75 μl PLB cu proteinază K. Am 
înclinat eprubeta de câteva ori pentru a se produce omogenizarea conţinutului ei, apoi am introdus 
eprubeta în termostat la 65 0C pentru 2 ore. Periodic, am înclinat eprubeta şi am rotit-o în jurul axei ei 
pentru a asigura contactul proteinazei K cu toate celulele nucleate şi cu nucleoproteidele. 
După incubare, am realizat concentrarea ADN-ului, prin adăugarea amestecului tratat cu PLB + 
Proteinază K peste două volume (550 μl) etanol rece (-20 0C) cu concentraţia de 95%. Am înclinat şi 
am rotit lent tubul Eppendorf. La această etapă au apărut vizibile fi lamente albicioase de ADN. Apoi 
am centrifugat amestecul la 13000×g, 15 min. Am decantat etanolul şi am lăsat tubul deschis, cu gura 
în jos, pe hârtie de fi ltru, 5 min. 
Ulterior, am adăugat în tubul Eppendorf 200 μl etanol 70% la temperatura camerei, după care 
am înclinat tubul de câteva ori până când ADN-ul a fost resuspendat. Tubul a fost rotit lent pentru a 
asigura spălarea ADN-ului, apoi am realizat centrifugarea la 13000×g, 5 min. După aceasta, alcoolul 
a fost decantat, iar tubul a fost lăsat cu gura în jos pe hârtie de fi ltru, 20 min. sau până când s-a eva-
porat etanolul şi apa. 
ADN-ul a fost resuspendat prin adăugarea în tub a 150 μl soluţie LTE cu compoziţia: 10 mM 
Tris HCl pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0. Pentru a asigura rehidratarea şi solubilizarea ADN, am incubat 
proba la 37 0C, 30 min.  
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Soluţia ADN în LTE obţinută a fost supusă spectrofotometriei UV convenţionale [Tatiana Vassu 
şi colab., 2001] în vederea stabilirii purităţii şi concentraţiei ADN-ului obţinut în urma extracţiei. 
Protocolul QIAamp
În momentul recoltării, sângele venos a fost colectat câte 2 ml (de la fi ecare persoană) în epru-
bete din plastic, care conţineau, în calitate de anticoagulant, 0,1 ml soluţie K3EDTA (etilen-diamin-
tetraacetat de potasiu). Sângele proaspăt recoltat a fost plasat la congelator (-18 0C) şi nu a fost decon-
gelat până în momentul extracţiei ADN cu ajutorul setului de reactivi QIAamp DNA Blood Mini Kit. 
Metoda de extracţie a ADN din sange venos a constat în următoarele:
Am adăugat 20 μl solutie Proteinaza K într-o eprubeta de 1,5 ml.1. 
In aceeaşi eprubetă am introdus 200 μl sânge.2. 
Am adăugat 200 μl soluţie AL şi am vortexat 15 s.3. 
Amestecul a fost incubat la 56 4. oC, 10 min.
Am centrifugat uşor pentru a îndepărta picăturile de reactivi de pe faţa inferioară a capacului.5. 
Am adăugat 200 μl etanol (96-100%) şi am vortexat din nou 15 s. Apoi am centrifugat uşor 6. 
pentru a îndepărta picăturile de reactivi de pe faţa inferioară a capacului.
Amestecul de substanţe rezultat în etapa 6 l-am introdus în coloana pentru purifi care (care se 7. 
găseşte într-o eprubetă de 2 ml) fără a da substanţe pe marginea acesteia. Am închis capacul şi am 
centrifugat la 8000 potaţii/min, 1 min. Coloana se introduce apoi într-o eprubetă curată de 2 ml.
În coloană am adăugat 500 μl soluţie AW1. Am închis capacul şi am centrifugat la 8000 rota-8. 
tii/min, 1 min. Coloana se introduce apoi într-o eprubetă curată de 2 ml.
Coloana a fost deschisă şi am adăugat 500 μl soluţie AW2. Am închis capacul şi am centrifu-9. 
gat la 14000 rotaţii/min, 3 min. sau mai mult, până la fi ltrarea totală a soluţiei AW2.
Am introdus coloana pentru purifi care într-o eprubetă curată de 1,5 ml cu capac. Se des-10. 
chide coloana şi se adaugă 200 μl soluţie AE sau apă distilată. Se incubează la 15-25 0C, 1 min. (sau 
5 min.), după care se centrifughează la 8000 rotaţii/min., 1 min.
Pentru păstrare de lungă durată, ADN-ul în soluţie AE trebuie introdus în congelator (-18 11. 0C).
Soluţia obţinută cu ADN a fost supusă spectrofotometriei UV convenţionale [Tatiana Vassu şi 
colab., 2001] în vederea stabilirii purităţii şi concentraţiei ADN-ului obţinut în urma extracţiei. 
Modul de efectuare a spectrofotometriei ADN 
Pentru realizarea spectrofotometriei, am folosit o cuvă din cuarţ, umplută cu apă distilată, care a 
servit drept etalon, iar în cuvele alăturate am adăugat câte 20 μl soluţie ADN din fi ecare probă şi apoi 
în aceleaşi cuve am adăugat câte 1980 μl apă distilată. După pipetare, conţinutul din cuve a fost su-
pus spectrofotometriei. Mai jos, redăm indicaţiile citite la spectrofotometru la două lungimi de undă 
(λ1=260 nm şi λ2=280 nm) pentru fi ecare din probele de ADN.
Rezultate şi discuţii. Dacă comparăm mediile după puritate la ADN-ul extras prin metodele tes-
tate (tab. 1), observăm că rezultatul este mai bun în cazul metodei QIAamp (1,41) faţă de cel obţinut 
în urma procedeului Grimberg (1,16). 
Tabelul 1 
Compararea purităţii ADN extras din sânge prin două metode




Densitatea optică ADN Puritatea 
ADN
Media purităţii 
ADNλ =260 nm λ= 280 nm
Metoda Grimberg 28–22.02.06 0,039 0,036 1,08
1,16
8–17.02.06 0,023 0,019 1,21
18–17.02.06 0,023 0,018 1,28
17–17.02.06 0,018 0,015 1,2
3–17.02.06 0,057 0,056 1,02
Metoda QIAamp 2–19.07.07 0,004 0,008 0,5
1,413–19.07.07 0,023 0,016 1,44
8–19.07.07 0,008 0,004 2,0
9–19.07.07 0,003 0,002 1,15
10–19.07.07 0,01 0,005 2,0
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Metoda QIAamp prevede (spre deosebire de protocolul Grimberg) purifi carea ADN cu ajutorul 
unor coloane înzestrate cu o membrană poroasă. Puritatea mai înaltă a ADN-ului extras cu ajutorul 
acestei metode este, în mare măsură, condiţionată de reţinerea selectivă a moleculelor de ADN din 
amestecul componentelor celulare şi sangvine. Totodată, ambele metode permit analizarea prin teh-
nica PCR a ADN-ului extras, având în vedere faptul că etalonul purităţii ADN este cuprins între 1,8 
– 2,0 [Tatiana Vassu şi colab., 2001].
Tabelul 2 
Compararea concentraţiei ADN extras din sânge prin două metode























Datele privind concentraţia ADN-ului extras prin metodele testate (tab. 2) indică o medie mai 
ridicată de ≈3 ori în cazul metodei Grimberg (1,6 μg/ml) faţă de media obţinută în urma aplicării me-
todei QIAamp (0,48 μg/ml). De aici rezultă că ambele metode de extracţie a ADN din sângele păstrat 
3 luni în congelator sunt puţin operaţionale şi permit obţinerea cantităţilor de ADN de circa 2,5 ori 
(metoda Grimberg), respectiv de 8,3 ori (metoda QIAamp) mai joase decât cantitatea de 8 μg ADN, 
care este teoretic aşteptată din 200 μl de sânge integral [Kirby L., 1990]. După părerea noastră, acest 
decalaj al cantităţilor ADN extras, rezultă, în primul rând, din cauza vechimii materialului biologic 
(sângelui) testat.
Concluzii
1. Metodele Grimberg (1989) şi QIAamp Blood Mini (2003) permit obţinerea unor cantităţi mai 
mici de ADN din sângele decongelat faţă de cele descrise în literatura de specialitate, atunci când s-a 
procesat sângele recoltat proaspăt.  
2. În raport cu maximele de absorbţie fotometrice a moleculelor de ADN, ambele metode testate 
pot fi  aplicate pentru extracţia ADN din sânge decongelat, puritatea ADN fi ind acceptabilă pentru ca 
aceste probe să fi e analizate prin tehnica PCR.
3. Pentru obţinerea rezultatelor optime cu ajutorul metodelor Grimberg (1989) şi QIAamp 
Blood Mini (2003), în special referitor la cantitatea ADN, este necesar să fi e supuse procesării probele 
de sânge proaspăt prelevate sau păstrate maxim 48 de ore la temperatura de 4 ºC.
Abrevierile explicate 
ADN – acid dezoxiribonucleic, CLB – soluţie tampon ce provoacă liza eritrocitelor, PLB – solu-
ţie tampon ce provoacă liza celulelor sangvine nucleate, EDTA – acid etilen-diamin-tetraacetic, LTE 
(engl. low Tris-EDTA) – soluţie tampon utilizată pentru rehidratarea ADN, DO260 – densitatea optică 
a soluţiei măsurată la trecerea prin ea a razelor ultraviolete cu lungimea de undă la 260 nm, UV – raze 
ultraviolete.
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Rezumat
Pentru obţinerea rezultatelor optime în analizele molecular-genetice trebuie să asigurăm  calitatea şi 
cantitatea necesară de molecule ADN încă de la momentul izolării sau extracţiei acestora din probele biologi-
ce. Reuşita obţinerii ADN cu unii parametri de calitate şi cantitate depinde atât de metoda prin care procesăm 
materialul biologic, cât şi de calitatea ţesutului procesat [Kirby L., 1990]. În prezenta lucrare, am studiat aceşti 
parametri ai ADN genomic uman extras din sânge decongelat prin două metode, şi anume – metoda Grimberg 
(1989) şi metoda QIAamp (2003).  
Summary
Better results are obtained when DNA taken in molecular-genetics studies is of higher quality and 
suffi cient quantity at each step including extraction. These DNA parameters depends fi rst on the method for 
processing of the biologic sample and the quality of tissue [Kirby L., 1990]. In the paper we have investigated 
the purity and quantity of some human genomic DNA samples extracted from defrozen blood with two methods 
- Grimberg (1989) and QIAamp (2003). 
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Hemoragia masivă dintr-un organ parenchimatos friabil a impus întotdeauna căutarea permanen-
tă a soluţiilor noi de hemostază. În prezent, în afară de tehnicile de hemostază mecanică  se utilizează 
şi un şir de preparate cu efect hemostatic local, care facilitează hemostaza [1]. Actualmente continuă 
studierea şi implementarea în practica clinică sau experimentală a noilor preparate hemostatice loca-
le, domeniul hemostazei rămânând a fi  un obiectiv imperios al cercetărilor din ultimele decenii. Deşi 
adezivul BioGlue® (Cryolife, Inc., Kennesaw, GA) se utilizează în mai multe domenii, în literatura de 
specialitate nu sunt date experimentale şi clinice, ce ar mărturisi despre aplicarea acestuia în chirurgia 
hepatică. 
Scopul studiului.  Cercetarea efectului hemo- şi biliostatic şi a proceselor reparative ale ţesutu-
lui hepatic în cazul utilizării adezivului biologic tisular glutar-albuminic necomercial prin modelarea 
leziunii traumatice a parenchimului hepatic.
Materiale şi metode. Pentru cercetarea experimentală a hemostazei defi nitive prin modela-
rea leziunilor traumatice ale fi catului s-au utilizat 20 şobolani masculi Wistar, greutatea medie 
317,42±5,39g. La etapa iniţială a experimentului şobolanii au fost supuşi laparotomiei medii supe-
rioare circa 2 cm cu anestezie generală Ketamin (Calypsol®, GR, Hungary) 6mg/kg (premedicaţie 
Sibazonum 2,5mg/kg + Atropini sulfatis 0,5mg/kg). Şobolanilor li s-au produs leziuni traumatice 
ale fi catului de diferit grad de severitate (plăgi rupte, scalpate, înţepate, rezecţii marginale de organ). 
Pentru hemostază s-a utilizat adezivul glutar-albuminic necomercial (AGA) (sol.glutaraldehidă 10% 
+ sol.albumină 35% în proporţie de 1:4), pregătit ex tempore. Acesta a fost aplicat pe plagă cu ajutorul 
aplicatorului tip DUPLOJECT. 
